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garra (S esperan(;a no futuro.
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Darcy Ribeiro






AGRADECIMENTOS

Agradeco a meus familiares em especial a minha mae Therezinha, meu irméo
Roberto e meu sobrinho Rafael por todo apoio nessa etapa decisiva da minha vida
académica.

Agradeco a FCA/UNESP Botucatu ao Programa de pos Graduacdo em Agromonia —
Horticultura, aos docentes e funcionarios por toda ajuda e aprendizado essenciais
para minha formac&o profissional e pessoal.

Ao meu orientador Prof. Dr. Filipe Pereira Giardini Bonfim pela confianca e amizade.
Por ter me orientado desde graduacao até o doutorado.

Ao Dr. Lucas Ferenzini Alves pela doacdo das mudas de assa-peixe que foram
imprescindiveis para execucdo desse projeto, deixo meu mais sincero obrigado!

Aos amigos que me auxiliaram na realizacdo e concretizacdo dessa etapa, as vezes
exaustiva, sempre estando dispostos a me ajudarem nas mais variadas tarefas da
vida: académica/profissional ou pessoal. Nada disso poderia ter sido concretizado
sem a presenca (ajuda) de vocés. Em especial gostaria de destacar dois homes
essenciais: Jordany Oliveira e Nathalia Parreiras.

A professora Marcia Ortiz Mayo Marques pela disposicdo e colaboracdo nas
analises dos 0Oleos essenciais. Ao amigo Julio César Rodrigues, que prontamente
me ajudou nessa etapa. A querida Priscila Dandaro, que mesmo distante
geograficamente sempre me apoiou com suas palavras de incentivo. Ao amigo
Ricardo Felito, o qual este doutorado me proporcionou a oportunidade de conhecer,
conviver e que se mostrou um amigo muito presente e fundamental nesta etapa
dificil. Ao ex-funcionario e grande amigo Sr. Lima, que me acompanhou desde o final
da minha graduacéo e ao longo de toda a trajetéria na pos Graduacdo. Uma das
pessoas mais trabalhadoras que tive a oportunidade de conviver e aprender e que
se tornou um grande amigo nesse percurso.

Aos meus bichos de estimacdo que sao meu alicerce diario: Tarsila, Capitu, Bilu e
Kratos (in memorian) obrigada por serem “muito” num mundo onde tantos sao “tao
pouco”.

Ao CNPg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico) pelo
apoio financeiro na execuc¢ao da pesquisa e estudos cientificos desenvolvidos.






“O Corpus Hippocraticum compreendia varios tratados (...) nele, o remédio perdia
seu significado magico, passando a ser usado como substancia exterior ao corpo
capaz de produzir uma reagao favoravel, capaz de modificar o estado presente.”

ALBARRACIN, A. O farmaco no mundo antigo — o farmaco em Roma a obra
de Galeano. Histéria do medicamento. V.2. Rio de Janeiro: Glaxo do Brasil;
1993.






RESUMO

A espécie Vernonia polyanthes (Spreng.) Less., Asteraceae, popularmente
conhecida como assa-peixe, assa-peixe-branco, mata-pasto,é nativa do Brasil com
ampla distribuicdo (regides sul e sudeste e centro-oeste) comum em area de
Cerrado em S&o Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais e Goias, e na orla Atlantica. H&4
poucas informacdes na literatura, sobre técnicas de cultivo para essa espécie. Com
isso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar adubacdo organica, niveis de
calagem, época de colheita e densidade de plantio na produtividade e producao de
compostos bioativos de assa-peixe. Os experimentos foram realizados na Fazenda
Experimental Lageado, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP, Campus
de Botucatu - SP. O trabalho foi dividido em dois capitulos, onde no capitulo 1 foi
abordada a adubacdo com esterco de curral curtido e niveis de calagem na
produtividade e a influéncia na producéo de Oleo essencial. As variaveis analisadas
foram massa seca de raizes, massa seca das folhas, altura das plantas comprimento
da maior raiz, volume da raiz, didmetro do caule e nimero de folhas. Houve efeito
significativo da adubacdo no volume da raiz e na massa seca da raiz. Plantas que
nao receberam adubo apresentaram maior valor para essas caracteristicas. O maior
teor de 6leo essencial foi para a dose de 9 kg m? de adubo. Na avaliacdo dos
compostos quimicos, foram identificadas 13 substancias no 6leo essencial e o
germacreno D foi o composto majoritario, que se destacou tanto para adubacéo
quanto para calagem. Os taninos solUveis e cumarina ndo apresentaram diferencas
significativas tanto para calagem quanto para adubacdo. A atividade antioxidante
para adubacéo foi alcancada com a dose de 12 kg m* e para calagem com os V%
de 75 e 90. Nos diferentes niveis de calagem no solo, houve efeito significativo para
namero de folhas, massa seca de folhas e volume de raizes, sendo os valores de
V% de 75 e 90 os que obtiveram melhores respostas. O maior teor de 6leo foi para o
V% de 29. No capitulo 2 foram abordadas quatro épocas de colheita e sua influéncia
na producdo de metabdlitos secundarios. Aos 180, 240, 300 e 360 dias apos o
plantio. As caracteristicas avaliadas foram altura de plantas, diametro e massa seca
de folhas. De acordo com as avaliagfes citadas, a melhor época para colheita foi em
torno dos 300 dias apds o plantio, melhor época para colheita de folhas de onde
foram extraidos o Oleo essencial, taninos e cumarina, além da determinacdo da
atividade antioxidante. Ndo houve diferenca significativa para o teor de Oleo
essencial e para cumarina, taninos e atividade antioxidante. A composicédo foi a
mesma da adubacdo e calagem com composto majoritario germacreno D. Para o
experimento de espacamento, foram avaliados quatro espagcamentos: 1mx0, 5m;
Imx1m; 1mx1, 5m e 1mx2m e o teor de 6leo essencial, taninos e cumarinas além da
atividade antioxidante. As caracteristicas biométricas avaliadas (altura de plantas,
didmetro do caule e massa seca) ndo apresentaram diferencas estatisticas. O
espacamento que apresentou melhor resultado foi 1mx2m tanto para as
caracteristicas biométricas, quanto para taninos. O perfil do 6leo ndo se alterou e
nao houve diferencas estatisticas para teor de cumarina e atividade antioxidante.



Palavras-chave: Contribuicbes agronomicas. Plantas medicinais. Compostos
bioativos. Fitoterapia.



ABSTRACT

The species Vernonia polyanthes (Spreng.) Less., Asteraceae, popularly known as
assa-peixe, assa-peixe-branco, cambara-branco, mata-pasto, are native to Brazil
with wide distribution (south and southeast regions and central-west) common in
Cerrado area in Sdo Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais and Goias, and in the
Atlantic coast. There is little information in the literature about cultivation techniques
for this species. Thus, the present work aimed to evaluate organic fertilization, liming
levels, harvest time and planting density in the productivity and production of
bioactive compounds of assa-peixe. The experiments were carried out at Fazenda
Experimental Lageado, Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP, Campus
Botucatu - SP. The work was divided into two chapters, where Chapter 1 was
approached fertilization with cattle manure tanned and liming levels in productivity
and influence in essential oil production. The variables analyzed were dry root
weight, dry leaf weight, plant height, length of the largest root, root volume, stem
diameter and number of leaves. There was a significant effect of fertilization on root
volume and root dry matter. Plants that did not receive fertilizer showed higher value
for these characteristics. The highest content of essential oil was for the dose of 9 kg
m-2 of fertilizer. In the evaluation of chemical compounds, 13 substances were
identified in the essential oil and germacrene D was the major compound, which
stood out both for fertilization and for liming. Soluble tannins and coumarin did not
show significant differences for both liming and fertilization. The antioxidant activity
for fertilization was achieved with the dose of 12 kg m-2 and for liming with the V% of
75 and 90. In the different levels of liming in the soil, there was a significant effect on
number of leaves, dry leaf mass and volume roots, with the V% values of 75 and 90
being the ones that obtained the best responses. The highest oil content was for the
V% of 29. In chapter 2, four harvest seasons and their influence on the production of
secondary metabolites were addressed. At 180, 240, 300 and 360 days after
planting. The characteristics evaluated were plant height, diameter and dry leaf
mass. According to the aforementioned evaluations, the best time to harvest was
around 300 days after planting, the best time to harvest leaves from which essential
oil, tannins and coumarin were extracted, in addition to determining antioxidant
activity. There was no significant difference for essential oil content and for coumarin,
tannins and antioxidant activity. The composition was the same as for fertilizing and
liming with a major germacrene compound D. For the spacing experiment, four
spacing were evaluated: 1mx0.5m; 1mx1m; 1mx1.5m and 1mx2m and the content of
essential oil, tannins and coumarins in addition to antioxidant activity. The biometric
characteristics evaluated (plant height, stem diameter and dry mass) did not show
statistical differences. The spacing that showed the best result was 1mx2m for both
biometric characteristics and tannins. The oil profile did not change and there were
no statistical differences for coumarin content and antioxidant activity.

Keywords: Agronomic contributions. Medicinal plants. Bioactive compounds.
Phytotherapy.
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INTRODUCAO GERAL

Planta medicinal pode ser definida como toda espécie vegetal, administrada
ao homem que desempenha qualquer funcéao terapéutica (LOPES et al., 2005). O
primeiro relato do uso de plantas com finalidade curativa data do Paleolitico (5000-
1000 a.C.) (DIAS, 2004). Nas sociedades urbanas da Mesopotamia e Egito
encontra-se a base do conhecimento sobre as plantas medicinais que, depois de
longos periodos, alcancaram nossos antepassados (CUNHA, 2012). O documento
médico-farmacéutico mais antigo foi encontrado nas civilizagcbes sumérias (3000-
1900 a.C), uma tadbua de argila em escrita cuneiforme com quinze receitas contendo
plantas medicinais como acafrdo (Crocus sativus L.), canela (Cinnamomum
zeylanicum Blume), salgueiro (Salix alba L.), canhamo (Cannabis sativa L), etc.
(CARVALHO, 2004; CUNHA,2007; DIAS, 2004; LOPES, 2004).

JA& nas Américas, no Brasil propriamente dito, ha evidéncias de atividade
humana em sitios localizados no Piaui e em Santa Catarina. Tais evidéncias vao de
encontro a ocorréncia de uma antiga civilizacdo — Tradicdo Nordeste — datada de
12000 a 7000 a. P. No Piaui, h&a vestigios de formas embrionarias de parasitos
intestinais e grdo-de-pdlen de plantas com ou sem propriedades anti-helminticas. As
espécies seriam Sida spp e outra ndo identificada em nivel de espécie, da familia
Chenopodiaceae. Apesar de Sida spp nao apresentar tal atividade, seu uso €
descrito para abrandamento dos sintomas causados por tais parasitas intestinais
(TEIXEIRA-SANTOS, 2010).

Em 2006 o Governo Federal aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinal
e Fitoterapico (PNPMF), mediante o Decreto 5.813, e a Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares (PNPI C), através da Portaria MS 971, onde estao
incluidas plantas medicinais e fitoterapicos. Nas diretrizes da politica Nacional,
Portaria Interministerial 2.960/2008, esta previsto o estimulo a producdo de
fitoterapicos e o reconhecimento da medicina tradicional (BRASIL, 2011).

Em 2009 foi divulgado pelo PNPMF a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (RENISUS), dispondo de 71 espécies vegetais. A lista tem
como objetivo trazer orientacdo sobre pesquisas para contribuir com a
elaboracédo/desenvolvimento de fitoterapicos seguros e eficazes (BRASIL, 2011).

Dentre a relacdo de espécies, tem-se Vernonia polyanthes (Spreng.) Less,

Asteraceae, popularmente conhecida como assa-peixe, assa-peixe-branco,
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cambara-branco, cambara-acu, alecrim-do-campo, assa-peixe-roxo, chamarrita,
assa-peixe-do-Para, erva-prea, cambara-guacu, cambarazinho, casca-preta,
tramanhém, erva-de-mula, mata-pasto, salsa-da-praia (ALVES e NEVES, 2003;
BIREME, 2014; KISSMANN, 1999; LORENZI; MATOS, 2008). E uma espécie nativa
do Brasil com ampla distribuicdo (regides sul e sudeste e centro-oeste) comum em
area de cerrado em S&o Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais e Goias, e na orla
Atlantica (ALVES; NEVES, 2003; HATTORI; NAKAJIMA, 2008; KISSMANN, 1999;
LORENZI; MATOS, 2008). Nao se trata de uma espécie endémica, tendo relatos de
ocorréncia no México, Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Panamda, Venezuela, Bolivia, Coldmbia, Equador Paraguai e Peru
(HATTORI; NAKAJIMA, 2011; SANTANA et al., 2013).

As folhas de assa-peixe sdo utilizadas na forma de decocto para torcoes,
contusdes, luxacdes, hemorroidas; como infusdo para problemas renais, infeccdes
do utero, tosses e resfriados. Ha relatos de usos como diurética, anti-hipertensiva,
anti-hemorragica, sedativa, abortiva, anti-helmintica, antiulcerogénica e cicatrizante
(ALVES; NEVES, 2003; BARBASTEFANO et al., 2007; MARTUCCI, 2012; PROBST,
2012; SILVA et al., 2012). Dentre todos o0s usos citados, 0 mais comum tem sido no
tratamento de afeccbes do aparelho respiratério como cha (RODRIGUES;
CARVALHO, 2001; SILVA et al, 2012). Nas informacbes que constam na
farmacopeia sobre essa espécie, essa € atividade que esta regulamentada
(afeccbes do trato respiratério), porém ndo ha dados farmacolégicos que
comprovem essa acao (BRASIL, 2011). Essas acdes estao relacionadas a gama de
compostos especializados que a espécie possui, em sua grande parte do grupo dos
terpenos (Oleos essenciais) e dos polifendis. Terpenos sao classes de compostos
secundarios dos vegetais séo originados pela através da via do acido mevalbnico ou
do metileritrol-fosfato. Ja polifendis obedecem a via de sintese do acido chiguimico e
mevalonico (ALVES, 2001; PERES, 2004).

Além do potencial medicinal, € uma planta importante na meliponicultura pela
alta quantidade de flores que, atraem grande namero de abelhas interessadas tanto
pelo néctar como pelo pélen (WIESE, 1983; BAYLAO JUNIOR et al., 2007). O mel
de assa-peixe é composto por acidos fendlicos e flavonoides, o que o caracteriza
como produto com alto potencial antioxidante (PEREIRA, 2010). Suas folhas fritas
possuem reconhecido potencial alimenticio utilizado na culinaria brasileira (MORAIS
et al., 2015).
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Apesar de apresentar grande importancia, poucos estudos sdo encontrados
na literatura com enfoque no cultivo da espécie. A fenologia é uma ferramenta que
pode auxiliar no cultivo. Os eventos fenologicos da populacdo de assa-peixe
estudados por Gomes et al. (2020) observou sincronia, onde 0s picos de atividade e
intensidade das fenofases ocorrem no mesmo periodo. O acompanhamento do
crescimento da espécie é periddico e sazonal e a temperatura tem forte influéncia
nas fenofases. O teor de compostos secundarios, 6leos essenciais e polifenois
totais, sdo maiores nas fases de folhas maduras e senescentes. Outro questédo
levantada por Alves (2018) era referente a propagacdo vegetativa que apontou
resultados favoraveis a producdo de mudas de assa-peixe por miniestaquia, com
taxa de enraizamento de 75%.

E uma espécie que apresenta habito de crescimento como arbustiva ou
arborea, com meédia de 2,5 m de altura, amplamente ramificada, ramos sao
sulcados, glabrescentes, angulosos e densamente pilosos (ALVES; NEVES, 2003;
HATTORI; NAKAJIMA, 2011; KISSMANN, 1999). As folhas sao simples alternadas,
lanceoladas, pecioladas, peciolos apresentam comprimento variado, com base
atenuada e apice agudo ou acuminado. As margens inteiras ou levemente serreadas
na parte apical, com comprimento de até 18 cm e 6 cm de largura, nervuras
duplamente proeminentes (sendo mais na face dorsal). Apresenta face adaxial
aspera, esparso-estrigosa, glandulosa e face abaxial pilosa, estrigosa, glandulosa.
De cor verde, sendo esta mais clara na face abaxial (KISSIMANN, 1999; ALVES;
NEVES, 2003; HATTORI; NAKAJIMA, 2011; JORGE et al., 1991). A inflorescéncia é
composta por flores brancas, disposta no apice dos ramos, com capitulos pequenos,
sésseis ou curtamente pedunculados, formados por 10 a 15 flores reunidas em
paniculas escorpioides. O grande volume das inflorescéncias, com flores geralmente
brancas e aromaticas é caracteristico da espécie (KISSMANN, 1999; ALVES,;
NEVES, 2003). Apresenta também caule lenhoso e muito ramificado. A raiz é
principalmente pivotante, com extenso sistema radicular (KISSMANN, 1999).

Quanto a descricdo microscopica a lamina foliar € dorsoventral,
hipostomatica, com tricomas em ambas as faces, sendo estes pluri, homo e
heterocelulares. A face adaxial possui epiderme uniestratificada cujas células
apresentam paredes retas ou levemente curvas, contendo estdbmatos, tricomas
simples, pluricelulares (KISSMANN, 1999; ALVES; NEVES, 2003). Os estdbmatos

sdo anomociticos situados nas proximidades das nervuras. Ha grande quantidade
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de drusas em toda a regido parenquimatica. Os tricomas caracterizam-se por
apresentarem células com diferentes graus de espessamento, sendo a apical longa,
com paredes finas e de extremo afilado. O parénquima palicadico € unisseriado,
constituido por células altas e estreitas. O lacunoso contém células de seccédo
lobada. O mesdfilo dorsiventral possui uma ou duas camadas de parénquima
palicadico, e se observam tubos de latex, retos e de grande calibre. Também séo
encontrados grdos de amido e goticulas de 6leo essencial (ALVES; NEVES, 2003;
JORGE et al., 1991).

A face abaxial possui epiderme uniestratificada contendo células
fundamentais de dimensdes bastante varidveis, com paredes delgadas, ondulosas, e
tricomas simples pluricelulares, do tipo bigorna e capitados. Apresenta ainda,
tricoma glandular de cabeca arredondada, grande, unicelular, inserido diretamente
em depressdes da epiderme (sem pedunculo). A epiderme abaxial exibe células com
paredes de contorno sinuoso. A nervura principal exibe contorno biconvexo, com
colénquima do tipo angular e com parénquima contendo cristais prismaticos e
(HATTORI; NAKAJIMA, 2011; MENDONCA et al., 2009).

Tendo em vista todo o exposto anteriormente, o trabalho teve como objetivo
avaliar os efeitos da adubagdo organica, niveis de calagem, época de colheita e
densidade de plantio na produtividade e no teor e composicdo de 6leo essencial
bem como contetdo de taninos soluveis, atividade antioxidante e cumarina em

Vernonia polyanthes (Spreng.) Less.
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) CAPITULO 1 i
DOSES SE ADUBACAO ORGANICA E CALAGEM NA PRODUCAO E NO
CONTEUDO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM Vernonia polyanthes (Spreng.)
Less.

RESUMO

O assa-peixe € uma espécie nativa do Brasil, produtora de compostos bioativos
como polifendis e 6leos essenciais, que estdo relacionadas com as mais diversas
acOes terapéuticas as quais sdo atribuidas a espécie como, expectorante, anti-
hipertensiva, anti-inflamatorio, etc. Apesar de ter um amplo uso, ndo se conhece
muito sobre o cultivo e a sua relagdo com a producdo de metabdlitos especializados.
Tendo em vista sua importancia no uso terapéutico e € uma das 71 espécies da lista
do SUS, o trabalho teve como objetivo avaliar duas etapas de cultivo de assa-peixe.
Diferentes niveis de calagem e doses de composto orgéanico esterco de curral no
desenvolvimento e produgéo de compostos bioativos. O experimento foi conduzido
sob condicbes de casa de vegetacdo de junho de 2018 a maio de 2019. Os
tratamentos da adubacdo foram: 3 kg m2 6 kg m? 9 kg m? 12 kg m? e 0 kg m?
(testemunha). Para calagem, os tratamentos consistiram em varia¢cdes dos niveis de
calcario Os tratamentos consistiram em: V% de 29 (solo sem adi¢cdo de calcario),
V% de 45, V% de 60, V% de 75 e V% de 90. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: massa seca de raizes e folhas, altura das plantas, comprimento da
maior raiz, volume da raiz, diametro do caule e numero de folhas. De acordo com as
avaliacdes do estudo, houve efeito significativo da adubagédo no volume e na massa
seca da raiz. Plantas que ndo receberam adubo, responderam com maior valor para
essas caracteristicas. O maior teor de 6leo foi para dose de 9 kg m? e o composto
majoritario identificado foi o germacreno D que se destacou tanto para adubacéo
quanto para calagem. Os taninos solUveis e cumarina nao apresentaram diferencas
significativas tanto para calagem quanto para adubacdo. A atividade antioxidante
para adubacéo foi alcancada com a dose de 12 kg m~ e para calagem com os V%
de 75 e 90. Nos diferentes niveis de calagem no solo, houve efeito significativo para
nuamero de folhas, massa seca de folhas e volume de raizes, sendo os valores de
V% de 75 e 90 os que obtiveram melhores respostas. O maior teor de 6leo foi para o
V% de 29. Para calagem, houve efeito significativo para nimero de folhas, massa
seca de folhas e volume de raizes. Os valores de V% de 75 e 90 foram os que
obtiveram melhores respostas. O maior teor de Oleo foi para o V% de 29 e com o
mesmo composto majoritario da adubacéo.

Palavras-chaves: Saturacédo de bases. Composto organico. Assa-peixe.
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CHAPTER 1

DOSES IF ORGANIC FERTILIZATION AND LIMING IN THE PRODUCTION AND
CONTENT OF BIOACTIVE COMPOUNDS IN Vernonia polyanthes (Spreng.)
Less.

ABSTRACT

Assa-peixe is a native species from Brazil, producing bioactive compounds such as
polyphenols and essential oils, which are related to the most diverse therapeutic
actions which are attributed to the species as expectorant, antihypertensive, anti-
inflammatory, etc. Although widely used, little is known about cultivation and its
relationship to the production of specialized metabolites. Considering that it is one of
the 71 species on the SUS list, the objective of this study was to evaluate two stages
of assa-peixe cultivation. The two stages were liming levels and doses of corral
manure organic compound in the development and production of bioactive
compounds. The experiment was conducted under greenhouse conditions from June
2018 to May 2019. The fertilization treatments were: T1: 3 kg m2 T2: 6 kg m? T3: 9
kg m2 T4: 12 kg m2 and T5: 0 kg m (control). For liming, the treatments consisted
of lime levels. The treatments consisted of T1: V% of 29 (soil without lime), T2: V% of
45, T3: V% of 60, T4: V% of 75 and T5. : V% of 90. The following characteristics
were evaluated: root dry mass, leaves, plant height, largest root length, root volume
stem diameter and number of leaves. According to the study's evaluations, there was
a significant effect of fertilization on root volume and dry mass. Plants that did not
receive fertilizer, responded with greater value for these characteristics. The highest
oil content was for a 9 kg m? dose and the major compound identified was
germacrene D, which stood out for both fertilization and lime. Soluble tannins and
coumarin did not show significant differences for both liming and fertilization. The
antioxidant activity for fertilization was achieved with the dose of 12 kg m? and for
liming with the V% of 75 and 90. In the different levels of liming in the soil, there was
a significant effect on the number of leaves, dry leaf mass and volume roots, with the
V% values of 75 and 90 being the ones that obtained the best responses. The
highest oil content was for the V% of 29. For liming, there was a significant effect on
the number of leaves, dry leaf mass and root volume. The V% values of 75 and 90
were those that obtained the best responses. The highest oil content was for the V%
of 29 and with the same major compound of fertilization.

Keywords: Saturation base. Organic compost. Assa-peixe.

1.1 INTRODUCAO

Espécie nativa do Brasil, 0 assa-peixe € amplamente empregado em tratamentos
de gripes, resfriados, tosses, bronquite, contusées, hemorroidas e infecgdes do Utero
(MARTINS et al., 2000). E a representante do género Vernonia regulamentada para
0 uso medicinal, no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira com a

funcdo de expectorante do cha de suas folhas secas (BRASIL, 2011).
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Essa funcdo pode estar associada a composi¢cdo do seu Oleo essencial que
apresenta monoterpenos, oxidos sesquiterpénicos (PROBST, 2012; SILVA, 2010;
SILVA et al., 2015), tendo maior porcentagem de biciclogermacreno e germacreno
D. Essa informacéo é relevante pois é descrita na literatura a associacdo entre
monoterpenos com a atividade expectorante (WHO, 2009).

As porcentagens de compostos secundarios, como 0s Oleos essenciais e
polifendis podem ocorrer em diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter- e
intraespecifica) nas espécies e, apesar de haver um controle genético, sua
expressdo sofre modificacbes resultantes da interacdo de processos quimicos,
fisiologicos, ecologicos e evolutivos (LINDROTH et al., 1987; HARTMANN, 1996)
ressaltando as interacdes planta/planta, planta/microorganismos, planta/inseto. A
composicdo também pode ser afetada por fatores abidticos. Dentre tais fatores,
temos a luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horéario de
colheita, densidade de plantio, colheita e a pds-colheita. Esses fatores comumente
apresentam correlacdo entre si e exercem influéncia conjunta no metabolismo
secundario (MORAIS, 2009).

A nutricdo, segundo Martins et al. (1995), € um dos que requerem maior
atencdo, pois o0 excesso ou a deficiéncia de algum nutriente pode acometer a
producdo de substancias bioativas. A deficiéncia de nitrogénio pode acarretar em
reducéo no teor de alcaloides em lobélia (Lobellia inflata L.), sendo que em papoula
(Papaver somniferum L.) ocorre o inverso, a morfina aumenta. O déficit de magnésio
pode provocar diminuicdo da clorofila, 0 que acarreta em menor taxa fotossintética e
consideravel diminuicdo de metabolitos secundarios (CORREA Jr. et al., 1994). Em
guaco (Mikania laevigata Schultz Bip. ex Baker.) constatou-se que a espécie €
sensivel a elevadas teores de fosforo e de cobre na folha para a producédo de
cumarina (TEIXEIRA, 2017). Assim, os efeitos da adubacdo variam conforme a
espécie e conforme as variaveis estudadas.

Grande parte dos solos brasileiros € descritos como acidos os que pode dificultar
a producéo de grande parte das espécies. Apresentam alta saturacéo por aluminio e
baixo teor de célcio e magnésio trocaveis, ions responsaveis pelo desenvolvimento
do sistema radicular. Tendo em vista essas questdes, uma forma de diminuir esse
impacto na producéo é fazer a correcao dessa acidez através da adicao de calcério
(GOEDERT et al.,, 1991). O calcario usado de forma correta contribui para

disponibilidade da maioria dos nutrientes, estimula a atividade microbiana e melhor
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fixacdo de nitrogénio pela simbiose com leguminosas (ALVAREZ-VENEGAS;
RIBEIRO, 1999). Porém, o excesso pode acarretar e comprometer a producéo,
causando baixa disponibilidade dos micronutrientes, sendo um problema mais
complexo de se resolver (SOUSA et al., 2007).

Pelo assa-peixe ser uma planta que ndo possui estudos nessa area, e tendo em
vista a importancia de um protocolo de cultivo, o trabalho teve como objetivo avaliar
o efeito da calagem e da adubacdo organica na produtividade e na producdo de
compostos bioativos.

1.2 MATERIAL E METODOS
Localizacao e caracterizacao geral dos experimentos

Os experimentos foram desenvolvidos na Fazenda Experimental Lageado, da
Faculdade de Ciéncias Agronomicas da UNESP - Campus de Botucatu. A fazenda
esta localizada no municipio de Botucatu/SP situada entre os paralelos 22° 30’ a 23°
05’ de latitude sul e os meridianos de 48° 15’ a 48° 52’ de longitude oeste, com
altitude média de 830 m. O clima é classificado como Cfa, clima temperado quente
(mesotérmico) umido, com temperatura média do més mais quente superior a 22°C.
conforme classificacdo de Koppen (1936). O solo é caracterizado como latossolo
vermelho distréfico de textura média, com porcentagem de argila de 30-35%e areia
15%. Os experimentos foram conduzidos no periodo de junho de 2018 a maio de
2019, em condicdes de casa de vegetacdo com sombreamento de 50 % pelo uso de
tela plastica preta tipo “sombrite”.

A producdo de mudas foi realizada por propagacao vegetativa por meio de
estacas de 7 cm de comprimento obtidas de plantas de um jardim clonal. As estacas
foram plantadas em tubetes com substrato Carolina Soil e ficaram em ambiente com
nebulizagdo por 60 dias. Apos, foram acondicionadas em tuneis agricolas cobertos
para aclimatacdo para posterior transplante para vasos de 14,3 litros e submetidos
aos tratamentos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo
para adubacéo cinco tratamentos e cinco repeticbes e calagem cinco tratamentos e
seis repeticoes.

Para a adubacao, os tratamentos foram doses de composto organico esterco
de curral curtido (Tabela 1). Os tratamentos consistiram em T1: 3 kg m2 T2: 6 kg m?
T3: 9 kg m? T4: 12 kg m? e T5: 0 kg m? (testemunha). Para calagem, os
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tratamentos consistiram em niveis de calcario (PRNT 85,5%) tendo como base a
analise de solo (Tabela 2). Ndo houve adicdo de nenhuma dose de adubacédo. Os
tratamentos consistiram em T1: V% de 29 (solo sem adi¢do de calcério), T2: V% de
45, T3: V% de 60, T4: V% de 75 e T5: V% de 90.

Os célculos para obter os valores de V% seguem a seguinte férmula:

NC(t/ha) = [(CTC(v2— v1) = (100/PRNT)]/100

Onde: NC= necessidade de calcéario,

CTC= capacidade de troca de cations em cmolc/dm?

V2 = Porcentagem de saturacao por bases desejada;

V1 = Porcentagem de saturacdo por bases atual do solo (encontrada na
analise do solo);

PRNT = Poder Relativo de Neutralizacdo Total (encontrado na embalagem do
calcario).

A saturacdo por bases desejada (V2) pode variar de 50 a 70%, sendo em
geral: 50% para cereais e tubérculos; 60% para leguminosas e cana-de-agucar e

utilizado no Cerrado; 70% para hortalicas, café e frutas.

Tabela 1- Analise do composto organico esterco de curral curtido

AMOSTRAS)| N PO, KO G My S Unde MO. CO.|Na B Cu R M 2n[RelCN| pH
Lah. Amosta * 9 40 ) N G LT — A0 gl

W1 0 11 0 0N % W U - d MM W1 W8

Fonte: Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do Departamento de Solos e Recursos Ambientais, Setor de Ciéncias dos
Solos FCA/UNESP-Botucatu, SP.

Tabela 2- Anélise quimica do solo utilizado no experimento

AOSTRAG) B N0 P, AP HA N K G Mg BCC WS B G R WD
A A e T ——— L L —
B 1% 1 Le -0y 3 % - L4103 1o 29 100223 63 0,8

Fonte: Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do Departamento de Solos e Recursos Ambientais, Setor de Ciéncias dos
Solos FCA/UNESP-Botucatu, SP
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As metodologias utilizadas para analise do composto organico e do solo
seguiram o método espectrofotométrico de absorcdo atdbmica e de colorimetria
azometina (MALAVOLTA et al., 1997; RAIJ et al., 2001).

Caracteristicas biométricas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: massa seca de raizes (MSR) e
folhas (MSF), altura das plantas (ALT), comprimento da maior raiz (CR), volume da
raiz (VR) diametro do caule (D) e numero de folhas (NF). A biomassa seca foi obtida
por meio de secagem em estufa de circulacao de ar forcada a 45°C, até atingir peso
constante. A ALT, CR e D foram obtidas com auxilio de fita métrica e expressas em
centimetros. O volume da raiz foi determinado pela alteragdo do volume utilizando

proveta graduada e expresso em mililitros (mL).

Teor de 6leo Essencial

O dleo essencial das folhas foi extraido pelo processo de hidrodestilacdo em
aparato do tipo Clevenger. Foram utilizados 40 gramas de biomassa seca das folhas
em 1,5L de agua destilada em baldo de 2L, por 105 minutos (GOMES, 2017). O teor
foi determinado com base em 100 gramas de biomassa seca de folhas seguindo a
formula abaixo:

Teor de 6leo (%) = (massa do 6leo (g)/ massa folhas(g)) x 100

Analise da composicao quimica do 6leo essencial

A andlise da composicdo quimica do Oleo essencial foi realizada no
Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronémico, Campinas-SP. A analise
guantitativa da composicdo quimica foi realizada por meio de cromatografia & gas
com detector de ionizagdo de chama (CG-DIC, Shimadzu, GC2010/A0C-20i),
dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio
como gas de arraste, vazdo de 1,0 mL min, injetor a 240°C, detector a 230°C, split
1/20 e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 120°C, 8°C/min.; 120°C - 200°C,
3°C/min.; 200°C - 240°C, 8°C/min.; split: 1/20. A analise qualitativa da composic¢ao
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quimica dos 6leos essenciais foi conduzida em cromatdgrafo a gas acoplado a
espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu, QP-5000), operando a 70 eV, dotado
de coluna capilar de silica fundida OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym), hélio como gas
de arraste (1,0 mL min?), split: 1/20, injetor a 220°C, detector a 230°C e 0 seguinte
programa de temperatura: 60°C - 240°C 230°C, 3°C min?. A identificacdo dos
constituintes quimicos foi efetuada por meio da analise comparativa dos espectros
de massas das substancias com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62.lib),
literatura e indice de retencao linear (LRI) das substancias com os obtidos por meio
da injecdo de uma serie homdloga de n-alcanos no programa de temperatura
anteriormente descrito, aplicando-se a equacao de Van den Dool e Kratz (VAN DEN
DOOL,; KRATZ, 1963; ADAMS, 2007).

Atividade antioxidante pelo método do DPPH

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método sequestrador
de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila — Alfa Aesar 95% de pureza)
descrito por Yepez et al. (2002) com pequenas modificacbes. Pesou-se
aproximadamente 0,2 g da amostra seca e moida. Adicionou-se 10 mL de metanol a
80%, em seguida o extrato foi deixado em banho ultrassénico com aquecimento
(Eco-Sonics) a 40°C por 15 minutos e centrifugado por 30 minutos a 4000 rpm
(Centrifuga Clinica - 80-2B). Transferiu-se para tubo de ensaio, em triplicata, uma
aliquota de 0,3 mL do extrato e posteriormente adicionados 2,7 mL da solucdo de
DPPH 0,09 mM. Apdés 45 minutos ao abrigo da luz, realizou-se a leitura a 517 nm em
espectrofotometro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co). Os resultados foram expressos em
porcentagem de sequestro de radical livre (%ASRL), mensurada a partir do
decréscimo da absorbancia das amostras analisadas em relacdo a solugdo de
DPPH.

A atividade sequestrante (%ASRL) ou porcentagem de descoloracdo (%
descoloracédo) pode ser expressa em porcentagem por comparacdo a um controle

ou branco, segundo a seguinte equagao:
Ac — At

C

%ASRL = % Descoloragio = =100

Onde, Ac: absorbancia controle ou branco; At: absorbancia teste (amostra).
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Extracdo de taninos sollveis

Para extracdo de taninos soluveis foi utilizado o método descrito por Taira
(1996) com adaptacdes. Para producdo do extrato pesou-se aproximadamente 0,1 g
da amostra seca e moida e adicionou-se 12,5 mL de metanol a 80%. Em seguida o
extrato foi deixado em banho ultrassénico de 40°C por 20 minutos e centrifugado por
30 minutos a 4000 rpm. Verteu-se o sobrenadante para baldo volumétrico de 25 ml e
completou-se o volume com agua deionizada. Em tubo de ensaio, em triplicata,
adicionou-se 6 ml de agua deionizada, 0,3 mL, 0,5 mL do reagente Folin Ciocalteu
(1:1) e 1 mL de carbonato de soédio supersaturado (25%). As amostras foram
homogeneizadas e ap6s 60 minutos ao abrigo da luz, realizou-se a leitura a 725 nm
em espectrofotdmetro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co). Uma amostra em branco foi
conduzida nas mesmas condi¢cfes e os resultados foram expressos em equivalente
de &cido galico. A curva analitica foi preparada com aliquotas de 10-100 pL da

solucao de &cido galico (acido 3,4,5-triidroxibenzdico PAA - Dindmica).

Teor de cumarina

Folhas foram secas e moidas em moinho de facas. Para a preparacdo do
extrato bruto, utilizou-se 0,2 g de material vegetal em po, acrescido de 10 ml de
metanol 80%. A solucao foi levada para banho ultrassénico com aquecimento (Eco-
Sonics) por 30 minutos e posteriormente centrifuga (Centrifuga Clinica - 80-2B) por
mais 30 minutos. Para quantificagdo de cumarina, 0,5 mL do extrato bruto foi
transferido para um tubo de ensaio. A seguir, 2 mL de agua destilada e 0,5 mL de
solucdo de acetato de chumbo (5%) foi adicionado. A amostra foi agitada e, em
seguida, 7 mL de &gua destilada foram adicionados. Transferiu-se 2 mL desta
solugao para um novo tubo de ensaio e a adicionou-se de 8 mL de solucao de acido
cloridrico (0,1N). A amostra permaneceu a temperatura ambiente ao abrigo da luz
durante 30 minutos. O espectrofotometro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co) foi ajustado
no comprimento de onda 320 nm. A andlise foi realizada em triplicata, e o teor total
de cumarina expressa em miligramas equivalentes de cumarina por 100 gramas de
massa seca. A curva de calibracdo foi preparada com aliquotas de 50-500 pL da
solucdo de cumarina (1,2-benzopirona produzido pela empresa Sigma-Aldrigh, com

pureza de 99,9%), 2 mL de agua destilada e 500 pL da solugdo de acetato de
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chumbo. Essa solucao foi agitada e o volume final ajustado para 10 mL com agua
destilada. Dessa solucéo, transferiu-se uma aliquota de 2 mL desta para um novo
tubo de ensaio e adicionou-se de 8 mL de acido cloridrico 0,1N, conforme
metodologia de Cavalcanti de Amorim (2012) com adaptacoes.

Anéalise estatistica

Para o experimento da calagem, os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (teste F) e as médias comparadas pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade através do programa computacional SISVAR (FERREIRA, 2011). Para
a adubacado, foram submetidos a andlise de variancia e as caracteristicas que
apresentaram diferencas significativas foram realizadas andlises de regresséo e as

equacOes ajustadas aos dados.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo da adubac&o no volume da raiz e na massa seca da
raiz (Tabela 3). Ambas variaveis desenvolveram tendéncia quadratica (Figura 1 e 2).
Para as demais caracteristicas (altura, diametro, numero de folhas, massa seca das

folhas e comprimento de raiz) ndo houve efeito significativo.

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia para as caracteristicas altura de
plantas (cm), diametro do caule (cm), numero de folhas, massa seca
das folhas (g), comprimento da raiz (CR), Volume de raiz (mL) e
massa seca de raiz (g) submetidas a diferentes doses de composto

organico
Fontede GL Quadrados Médios
Variagédo Altura Diametro  NUmero Massa  Comprimento Volume de Massa
do caule de seca da raiz raiz seca Raiz
Folha Folhas
Dose de 4 0,088 12,881" 2,752" 13,099 128,96 27281,0r  6266,77**
Adubacéo
Erro 20 0,135 8,266 2,439 4,750 154,0 8696,0 485,84
Total 24
CV(%) 21,20 26,09 18,63 20,28 25,37 31 19,23

"> N&o significativo  *Significativo a 5% de probabilidade **Significativo a 1% de probabilidade
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Figura 1 - Volume de raiz de assa-peixe submetidas a diferentes niveis
de adubacdo com esterco de curral curtido
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Figura 2 - Massa seca de raiz de assa-peixe submetidas a diferentes
niveis de adubacédo com esterco de curral curtido
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As plantas que nao receberam nenhuma adubacédo obtiveram os maiores
valores tanto para volume de raiz quanto para massa seca da raiz. Fageria e Stone
(2006) e Fageria e Moreira (2011) afirmam que o padrdo de enraizamento esta sob
controle genético, porém o crescimento das raizes pode ser modificado por
caracteristicas quimicas e fisicas do solo.

A baixa mobilidade de fésforo nos solos pode levar a planta a realizar
adaptacdes na arquitetura do sistema radicular como no padréo das ramificagoes,
aumento no crescimento radicular, no comprimento das raizes, alongamento de
pelos e na formacédo de raizes secundarias (LYNCH, 1995; LYNCH 1998; BATES;
LYNCH, 1996; LOPEZ-BUCIO et al., 2002). Como resposta a esse desbalanco,
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ocorre a canalizacdo de energia e carbono para que ocorra a formacdo de um
sistema radicular eficiente e capaz de explorar esse solo (NIELSEN at al., 1998;
SCHACHTMAN et al., 1998; LOPEZ-BUCIO et al., 2000).

Para a adubacéo o rendimento (%) do 6leo essencial foi de 0,1529 (0 kg m2);
0,3215 (3 kg m?); 0,3576 (6 kg m™2); 0,4394 (9 kg m?) e 0,1683 (12 kg m2). O maior
e menor nivel de adubacgdo obteve o menor teor. A dose de 9 kg m? obteve maior
teor.

Na composicdo do Oleo foram identificadas 13 substéncias, a maioria
sesquiterpenos, com excecdo do <p->Pineno (Tabela 4). Os trés compostos

majoritarios encontrados foram Germacreno D, <(E)> Cariofileno e <a->Humuleno.

Tabela 4 - Substancias identificadas e suas proporc¢des relativas (%) em amostras

de 6leo essencial de assa-peixe submetidas a adubacao orgéanica

Substancia T1 T2 T3 T4 T5 IRc IRI
<B->Pineno 1,7 1,39 1,67 0,95 3,38 977 974
<a->Copaeno 5,02 6,09 5,84 7,08 6,59 1377 1374
<B->Bourboneno 1,42 1,35 1,2 1,85 1,57 1386 1387
<B->Elemeno 8,45 8,17 7,08 8,64 10,15 1393 1389
<(E)->Cariofileno 16,86 18,98 18,65 15,68 16,98 1420 1417
<o->Humuleno 16,74 19,3 13,15 13,1 15,89 1454 1452
<9-epi-(E)->Cariofileno 2,14 2,19 2,62 1,49 3,18 1461 1464
Germacreno D 22,95 24,9 27,2 27,86 24,75 1481 1484
Biciclogermacreno 8,84 8,89 9,82 13,34 6,49 1497 1500
Espatulenol 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 1578 1577
<3->Cadieno 1,88 1,88 1,88 1,88 1,88 1524 1522
Oxido de cariofileno 5,14 2,95 514 2,49 3,33 1582 1582
Humulemo epoxide Il 1,7 - 0,71 - 1,51 1609 1608

Total de substancias 88,14 97,92 97,53 97,03 98,61

identificadas (%)

T1- 0 kg m2, T2- 3kg m?, T3- 6 kg m2, T4- 9 kg m?2, T5- 12 kg m

Os resultados das analises cromatograficas foram submetidos a analise
multivariada, pela técnica de Analise por Componentes Principais (PCA),
correlacionando e agrupando (Grafico 1) os dados dos componentes quimicos em
relacdo a seus percentuais massicos. A analise dos dados quimicos pela técnica de
PCA permitiu agrupar quimicamente as amostras em quatro grupos de modo a
expressar e evidenciar suas semelhancas e diferencas. Os dados para o Oleo
essencial de assa-peixe, presentes no grafico 1 representada por dois eixos,

apresentam 68,83% da variancia total acumulada (Fator 1: 38,30% - CP 1; Fator 2:
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30,53% - CP 2). Esse valor percentual indica a porcentagem do quanto esta correto
0 agrupamento, pois quanto maior o fator melhor é a resolucdo e menor sera a

perda de informagbes de dados durante o agrupamento das amostras (NETO,

2010).

Grafico 1 - Resultante do PCA para as analises cromatograficas do 6leo
essencial de assa-peixe para as doses de adubacgéo
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Para os compostos bioativos, taninos e cumarina, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 5). Para a atividade antioxidante a maior
porcentagem de captura de radicais livres (88%) foi alcangada com a maior dose de
adubacéo, 12 kg. m2 (Figura 3).

Esses resultados mostram que a adubacdo organica esta diretamente
relacionada a producdo dos metabdlitos secundarios avaliados. A adubacéo
organica aumenta a capacidade de troca catidnica do solo, elevando o pH e
reduzindo o teor de aluminio trocavel, aumenta a disponibilidade de nutrientes e
contribui para a sanidade do vegetal, por diversificar a producdo de substancias

ativas como fendis e de antibioticos por bactérias (KIEHL, 2008).
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Tabela 5 - Resumo da analise de variancia para atividade antioxidante (AA) %,
contetudo de taninos (mg EAG 100g* de massa seca) e cumarinas
(mg EgqC 100g* de massa seca) submetidas a diferentes doses de
adubo organico

Fonte de GL Quadrado médio
Variagao AA Taninos Cumarina
Dose de 4  9.153*  3542.12528"s 308030.25"
adubacao
Erro 20 1.8300 7373.614703 206145.044
Total 24
CV(%) 1,57 48,6 40,53
Média geral 86,0 178,7 1120,1

" N&o significativo ~ **Significativo a 1% de probabilidade

Figura 3 - Atividade antioxidante em diferentes niveis de adubacao
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Esse comportamento pode ser explicado pois espécies submetidas a altas taxas
de compostos nitrogenados, especialmente em altas doses, contribuem para
aumento da concentracdo de carotenoides que estdo relacionadas a atividade
antioxidante (MOZAFAR, 1993).

Para os niveis de calcério, houve efeito significativo para nimero de folhas (NF),
massa seca de folhas (MSF) e volume de raizes (V) (Tabela 5). Para essas
caracteristicas os melhores niveis foram V% de 75 e 90 para NF, V% de 90 para
MSF e V (Tabela 6). Para as demais caracteristicas (altura, diametro, comprimento

de raiz e massa seca da raiz) nao houve efeito significativo.
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Tabela 6 - Resumo da analise de variancia para as caracteristicas altura de
plantas (cm), didmetro do caule (cm), numero de folhas, massa seca
das folhas (g), comprimento da raiz (CR), Volume de raiz (ml)
emassa seca de raiz (g) submetidas a diferentes niveis de calcério

Fontede GL Quadrados Médios
Variagao Altura  Diametro NUmero  Massa Comprimento  Volume de  Massa seca
do caule de seca da raiz raiz Raiz
Folha Folhas
Niveis de 4 0,13"s 1041,86" 12,53* 26,28** 342,08 18791,4* 766,4"s
calcério
Erro 25 0,06 633,58 3,53 5,80 159,83 4126,3 437,3
Total 29
CV(%) 15,32 40,36 194 26,42 23,83 25,82 20,63

NS N&o significativo  *Significativo a 5% de probabilidade **Significativo a 1% de probabilidade

Tabela 7 - Valores médios para nUmero de folhas, massa seca das folhas (g) e
volume de raiz (ml) de assa-peixe submetidas a niveis de calagem

Niveis de calagem Numero de folhas Massa seca de Volume de raiz
(V%) folhas
29 7,44 b 7,10 b 193,3b
45 9,26 ab 8,09b 223,3b
60 9,86 ab 8,11b 235,5ab
75 10,78 a 9,74 ab 250 ab
90 11,08 a 12,47 a 2416 a

-Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si

Com a calagem, ocorre elevacdo do pH, reducdo do aluminio trocavel,
fornecendo ainda calcio e magnésio e aumentando a disponibilidade de nitrogénio,
fésforo e potassio, melhorando a eficiéncia de uso dos nutrientes e da agua no solo
(RAIJ, 2011). Geralmente as espécies nativas do Cerrado respondem positivamente
ao V% de 60 aumentando producao de folhas e raizes, incrementando na biomassa
(VIEIRA et al., 2011).

Diferente do experimento com adubacéo, os teores foram bem inferiores. O

menor V% (29) obteve o maior teor de 0,1587. Para V% 45 o teor e de 90 os teores
foram os de menor valor 0,0410 e 0,0412 respectivamente. Para V% de 60 foi de
0,1083 e 75 0,0927.

A composicdo do Oleo essencial para os niveis de calagem teve como
majoritario os mesmos compostos do experimento da adubacao, porém para o V%
de 60 ndo foram detectados <p->pineno, espatulenol e humuleno epoxide Il (Tabela
8).
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O composto a-humuleno é um sesquiterpeno responsavel pela atividade anti-
inflamatoria do 6leo essencial da erva-baleeira (Varronia currassavica Jacq.) e a
porcentagem relativa encontrada nessa espécie varia de 3,3 % a 4,8 (CARVALHO
JUNIOR et al., 2004; RODRIGUES et al., 2012), valores superiores ao teor minimo
(2,3%) necessario para 0 uso como matéria-prima em medicamentos fitoterapicos
(QUISPE-CONDORI et al., 2008). Os valores de a-humuleno encontrados no assa-
peixe sdo superiores ao teor minimo e também ao encontrado na erva-baleeira, para

calagem e adubacao os teores relativos estdo acima dos 13%.

Tabela 8 - Substéancias identificadas e suas proporc¢des relativas (%) em
amostras de 6leo essencial de assa-peixe submetidas a niveis de

calagem
Substancia T1 T2 T3 T4 T5 IRc IRI

<B->Pineno 0,6 3,32 - 1,55 1,39 977 974
<a->Copaeno 7,3 6,99 8,05 7,74 7,48 1377 1374
<B->Bourboneno 1,56 1,43 15 1,55 1,61 1386 1387
<B->Elemeno 10,34 12,28 11,5 11,58 11,73 1393 1389
<(E)->Cariofileno 16,04 15,85 15,24 16,46 17,13 1420 1417
<o->Humuleno 16,04 14,58 15 15,53 15,85 1454 1452
<9-epi-(E)->Cariofileno 3,03 2,42 2,09 2,78 2,88 1461 1464
Germacreno D 27,64 24,71 28,9 24,61 25,42 1481 1484
Biciclogermacreno 8,83 9,22 12,83 7,74 7,71 1497 1500
Espatulenol 2,15 2,08 - 2,45 2,11 1578 1577
<3d->Cadieno 2,23 2,18 2,22 2,13 2,05 1524 1522
Oxido de cariofileno 2,34 2,34 2,34 2,34 2,34 1582 1582
Humulemo epoxide Il 0,64 0,72 - 1,02 - 1609 1608

Total de substancias 98,74 98,1 97,33 98,27 98,17

identificadas (%)

T1-V% 29, T2- V% 45, T3- V% 60, T4- V% 75, T5-V% 90

Os dados para o Oleo essencial de assa-peixe, presentes no grafico 2
representada por dois eixos, apresentam 79,76% da variancia total acumulada
(Fator 1: 50,01% - CP 1; Fator 2: 29,75% - CP 2). Esse valor percentual indica a
porcentagem do quanto estd correto o agrupamento, pois quanto maior o fator
melhor é a resolucdo e menor serd a perda de informacdes de dados durante o

agrupamento das amostras (NETO, 2010).
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Grafico 2 - Resultante do PCA para as analises cromatograficas do 6leo
essencial de assa-peixe para os niveis de calagem
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Assim como no experimento da adubacédo, apenas a atividade antioxidante
apresentou diferenca estatistica. Todos o0s niveis de calagem apresentaram
atividade antioxidante considerada forte (>80%) (Tabelas 9-10). A maioria das
espécies arboreas se desenvolve bem em pH em torno de 5, 5. Uma oscilagcdo no
pH acima ou abaixo desse valor de acordo com Wang e Frei (2011) pode indicar que

a planta esta sob condi¢céo de estresse.

Tabela 9 - Resumo da andlise de variancia para atividade antioxidante (AA) %,
contetdo de taninos (mg EAG 100g* de massa seca) e cumarinas
(mg EqC 100g* de massa seca) submetidas a diferentes niveis de

calcario
Fonte de GL Quadrado médio
Variagao AA Taninos Cumarina
Niveis de 4  45525" 41633.6748" 157504.35"
calcario
Erro 25 1.0404 30669.1478  71307.2860
Total 29
CV(%) 1,17 27,58 39,34
Média geral 86,8 634.9 668,9

"> N&o significativo  **Significativo a 1% de probabilidade
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Tabela 10 - Valores médios para atividade antioxidante (AA %) submetidas a
niveis de calagem

Niveis de calagem Médias

(V%)
AA
29 86,4 ab
45 85,9 b
60 86,3 ab
75 87,7a
90 87,7 a

-Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si

CONCLUSAO

A espécie é pouco exigente em adubacao e responde positivamente ao
aumento da saturacéo por base de 75% e 90%. O composto majoritario do 6leo
essencial para ambos experimentos foi 0 Germacreno D. Observou-se atividade

antioxidante forte para ambos experimentos.
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) _ CAPITULO 2 )
PRODUCAO E COMPOSICAO QUIMICA DE ASSA-PEIXE EM FUNCAO DA
EPOCA DE COLHEITA E ESPACAMENTO

RESUMO

Vernonia polyanthes (Spreng.) Less.) é popularmente utilizada como planta
medicinal para tratamento de afec¢des do aparelho respiratério, problemas renais,
diurética, dentre varias outras. E conhecida também como uma espécie invasora de
pastagem, porém, apesar dessa caracteristica had pouca informagdo sobre a
espécie. Tendo em vista sua importancia e o fato de a coleta indiscriminada de
plantas em seu estado silvestre pode levar a sua extingdo, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar quatro épocas de colheita e sua relacdo com o teor de
compostos bioativos. O experimento foi instalado no Pomar didatico do
Departamento de Horticultura, localizado na fazenda Lageado no municipio de
Botucatu/SP. As mudas foram transplantadas para covas (20 x 20 x 25 cm, em
média), no espacamento de 1,0 m x 0,5 m. A primeira colheita foi realizada aos 180
dias apos o plantio. A segunda aos 240, terceira 300 e a quarta aos 360 DAT
totalizando quatro épocas que caracterizaram os tratamentos. N&o foi realizada
correcdo do solo. As caracteristicas avaliadas foram altura de plantas, didmetro e
massa seca de folhas. A melhor época de colheita foi aos 300 DAT. Nao houve
diferencas significativas entre o teor de 6leo. O composto bourboneno foi maior aos
360 DAT e humuleno epoxide Il foi maior aos 240 DAT. Nao houve diferenca para
cumarina, taninos e atividade antioxidante. O composto majoritario foi germacreno
D. Para o experimento de espacamento, foram avaliados quatro espacamentos:
1mx0,5m; 1mx1m; 1mx1,5m e 1mx2m e o teor de Oleo essencial, taninos e
cumarinas além da atividade antioxidante. As caracteristicas biométricas avaliadas
(altura de plantas, diametro do caule e massa seca) nao apresentaram diferencas
estatisticas. O espacamento que apresentou melhor resultado foi 1mx2m tanto para
as caracteristicas biométricas, quanto para taninos. O perfil do 6leo ndo se alterou e
nao houve diferencas estatisticas para teor de cumarina e atividade antioxidante.

Palavras-chaves: Ponto de colheita. Compostos bioativos. Vernonia polyanthes.
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CHAPTER 2
PRODUCTION AND CHEMICAL COMPOSITION OF ASSA-PEIXE IN HARVEST
SEASON AND SPACING

Vernonia polyanthes (Spreng.) Less.) is popularly used as a medicinal plant for the
treatment of respiratory tract disorders, kidney problems, diuretics, among many
others. It is also known as an invasive grassland species, but despite this feature
there is little information about the species. Given their importance and the fact that
indiscriminate harvesting of plants in their wild state may lead to their extinction, the
present work aimed to evaluate four harvest seasons and their relation with the
content of bioactive compounds. The experiment was installed in the Pomar Didatico
of the Departamento de Horticultura, located at the Fazenda Lageado in Botucatu /
SP. The seedlings were transplanted to pits (20 x 20 x 25 cm, on average), spacing
1.0 m x 0.5 m. The first harvest was performed at 180 days after planting. The
second at 240, the third at 300 and the fourth at 360 DAT totaling four seasons that
characterized the treatments. No soil correction was performed. The evaluated
characteristics were plant height, diameter and leaf dry mass. The best harvest time
was at 300 DAT. There were no significant differences between oil content. The
bourbonene compound was higher at 360 DAT and humulene epoxide Il was higher
at 240 DAT. There was no difference for coumarin, tannins and antioxidant activity.
The major compound was germacrene D. For the spacing experiment, four spacing
were evaluated: 1mx0.5m; 1mx1m; 1mx1.5m and 1mx2m and the content of
essential oil, tannins and coumarins in addition to antioxidant activity. The biometric
characteristics evaluated (plant height, stem diameter and dry mass) did not show
statistical differences. The spacing that showed the best result was 1mx2m for both
biometric characteristics and tannins. The oil profile did not change and there were
no statistical differences for coumarin content and antioxidant activity

Keywords: Harvest point. Bioactive compounds. Vernonia polyanthes.

2.1 INTRODUCAO

No Brasil, em torno de 20% da populagdo consome 63% dos medicamentos
disponiveis, enquanto que o restante encontra nos medicamentos de origem natural,
especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recurso terapéutico. Na
Alemanha, a medicina alternativa participa com 30% dos medicamentos, enquanto
no Brasil calcula-se por volta de 5% (CASTRO, 2003).

Buchanan et al. (2000) denominaram de metabolitos primarios os compostos
gue estao ligados intimamente na nutricdo e nos processos metabdlicos essenciais
dos vegetais, enquanto que os metabdlitos secundarios foram definidos como os
gue influenciam nas interac6es ecoldgicas entre individuos e o ambiente. Pelo
processo fotossintético as plantas utilizam a energia solar captada para a producao
de compostos organicos que sdo precursores dos metabdlitos secundarios

(CASTRO et al., 2005). Estes, por sua vez, sdo classificados baseados nas vias
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biossintética das quais sdo derivados e nos principais grupos: 0S cOmpostos
nitrogenados, os terpenos e compostos fendlicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O assa-peixe (Vernonia polyanthes (Spreng.) Less.) que esta presente na lista
do RENISUS, é uma planta silvestre nativa do cerrado brasileiro, conhecida como
assa-peixe-branco, estaca-sangue, tramanhém, mata-pasto, cambara-guassu,
cambara-branco, erva-pred e enxuga (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1984). Tem
ampla utilizacdo como medicinal como nos tratamentos de problemas renais,
hipertenséo, fluxo urinario, Ulcera, leishmaniose, febre, hemorragias, infeccées do
utero, afeccbes do aparelho respiratério, como bronquites, tosses, gripes e
resfriados (RODRIGUES; CARVALHO, 2001; SILVEIRA; FOGLIO; GONTIJO, 2003;
SILVEIRA; RUBIO; ALVES, 2000; BRAGA et al., 2007; BARBASTEFANO et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008).

E uma espécie que ocorre de forma espontanea, ndo tendo na literatura
informacdes sobre um protocolo de cultivo, o que dificulta sua utilizagdo visto que,
segundo Gomes (2017) uma época do ano que compreende 0S meses de maio a
setembro, a espécie quase nao dispde de folhas maduras, as quais sdo utilizadas
para 0s mais diversos usos terapéuticos.

Dentre as técnicas de cultivo, a colheita de espécies medicinais e aromaticas
tem algumas particularidades que a torna diferente das outras culturas, uma vez que
objetiva conciliar a maxima producédo de biomassa com o maior teor de compostos
bioativos. Sendo assim, a determinacédo da época ideal de colheita varia de acordo
com o 6rgdo da planta, estadio de desenvolvimento e a época do ano (CORREA
JUNIOR ET AL., 1991; MARTINS et al., 1995). Com isso Martins et al. (1995)
enfatizam o empirismo existente no que se refere a determinacdo do momento
adequado para colheita de plantas medicinais e aromaticas, enquanto Von Hertwig
(1991) recomenda, nas espécies de alto valor comercial, a coleta de amostras
espacadas no tempo, para realizacdo de analises, que identificardo o maior teor de
principios ativos ou 0 momento propicio da colheita.

A época de colheita tem papel importante no rendimento e composicao de
compostos provenientes do metabolismo secundario. A biossintese desses
compostos pode ser influenciada por fatores climéaticos, como fotoperiodo,
temperatura, umidade, precipitacdo e radiacdo solar, os quais sao determinantes

para obtencédo do principio ativo de interesse (TAVEIRA et al., 2003).
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O espacamento é outro fator importante, pois esta diretamente relacionado ao
crescimento e o rendimento final da produtividade de cada individuo numa
determinada area (YADAVA, 2001). Essa densidade pode também favorecer a
competicdo entre a cultura e entre a cultura e as plantas espontaneas por recursos
como agua e nutrientes, etc (MONTEIRO et al., 2011).

Para espécies medicinais, a densidade de plantio e a época de colheita
podem favorecer ou prejudicar a produtividade, pois se leva em consideracéo tanto a
producdo de biomassa quanto a de principios ativos de interesse. Um levantamento
ou conhecimento prévio das condi¢cdes de cultivo torna-se imprescindivel para que
essas condi¢cdes contribuam para o aumento da producado e para qualidade desses
compostos (LIMA et al., 2003).

Assim, neste trabalho objetivou-se estabelecer, para o assa-peixe a melhor
época de colheita e espacamento, visando a producdo de biomassa seca e
compostos bioativos (6leo essencial, cumarina e taninos sollveis) e a atividade

antioxidante.

2.2 MATERIAL E METODOS

Localizacdo e caracterizacao geral dos experimentos

A instalacdo dos experimentos ocorreu na primeira quinzena do més de junho
de 2018 no Pomar didatico do Departamento de Horticultura, localizado na fazenda
Lageado no municipio de Botucatu/SP situada entre os paralelos 22° 30’ a 23° 05’ de
latitude sul e os meridianos de 48° 15’ a 48° 52’ de longitude oeste, com altitude
média de 830 m. O clima é classificado como Cfa, clima temperado quente
(mesotérmico) umido, com temperatura média do més mais quente superior a 22°C.
conforme classificacdo de Koppen (1936). O solo é caracterizado como latossolo
vermelho distréfico de textura média, com porcentagem de argila de 30-35%e areia
15%. Dados meteorolégicos do local no periodo do experimento foram obtidos
através da Estacdo meteoroldgica do Departamento de Solos e recursos Ambientais
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Dados climéaticos de junho de 2018 a maio de 2019 — Botucatu, SP

Junho  Julho  Agosto  Setembro  Outubro  Novembro Dezembro  Janeiro  Fevereiro  Marco  Abril  Maio
Temperatura 18,9 14,8 17,6 19,9 20,2 215 23,6 24,8 235 21,6 21 20
média (°C)

Umidade 67,8 48,4 69,8 64,3 71,2 74,6 66,7 69,3 74,3 77,5 76,2 754
relativa do

ar (%)

Precipitagdo 9,1 0,6 89 54 177 180 112 229 294 149 63 53
(mm)

Fonte: Estacdo Meteoroldgica Fazenda Lageado- Botucatu,SP

As mudas, apés a aclimatizagdo, foram levadas para o campo e
transplantadas para covas (20 x 20 x 25 cm, em média), adubadas com esterco
bovino curtido oriundo de animais ndo confinados e criados com manejo organico
(Tabela 2) na gquantidade de 3 kg m? previamente homogeneizado, apés
amostragem da area (Tabelas 3 e 4), no espacamento de 1,0 m x 0,5 m para o
experimento de época de colheita.

Tabela 2 - Andlise do composto organico

AMOSTRAS)| N PO, KO G My 5 Unde MO. CO. [N B Cu R M 2n[RelCN| pH
Lah. Amosta * 08 40 ) R a1 LT — A0
WL 09 0 s 0B 0% 0% B ¥ U - N 4B W W28

Fonte: Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do Departamento de Solos e Recursos Ambientais, Setor de Ciéncias dos
Solos FCA/UNESP-Botucatu, SP

Os tratos culturais antes da implantacdo e durante o experimento foram
irrigacdes diarias de forma manual e capina manual. Nas épocas indicadas como
tratamento, procedeu-se ao arranquio manual das plantas com auxilio de tesoura de
poda. Em seguida as folhas foram separadas manualmente e levadas para estufa de
circulacdo de ar forcado a 40°C por 48h até atingirem peso constante. Foram
avaliadas as caracteristicas: altura da planta (cm); didametro do caule, massa seca
das folhas (t hat). Posteriormente, realizaram-se a determinacdo da biomassa seca

da parte aérea, a extracdo e a determinagdo dos compostos bioativos.
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Tabela 3 - Analise quimica inicial do solo da area experimental do Pomar
didatico, na profundidade de 0-20 e 20-40 cm, Botucatu, SP

pH M.O. Presina H+Al K Ca Mg SB CTC V% S

Amostra
(cm) CaCl; gdm® mgdm?® oo mmole dm®--————— - dr::?;;
0-20 6,0 7 4 11 09 17 9 27 38 71 3
20-40 5,3 5 3 15 0,7 14 8 23 38 60 6

Fonte: Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do Departamento de Solos e Recursos Ambientais, Setor de Ciéncias dos
Solos FCA/UNESP-Botucatu, SP

Tabela 4 - Andalise quimica do solo (micronutrientes) da area experimental do
Pomar didatico, na profundidade de 0-20 e 20-40 cm, Botucatu, SP

Amostra B Cu Fe Mn Zn
cm)y mg dm3-—
0-20 0,18 0,7 13 9,1 0,6

20-40 0,20 0,7 10 3,4 0,7

Fonte: Laboratério de Fertilizantes e Corretivos do Departamento de Solos e Recursos Ambientais, Setor de Ciéncias dos
Solos FCA/UNESP-Botucatu, SP

A primeira colheita foi realizada aos 180 dias ap6s o plantio. A segunda aos
240, terceira 300 e a quarta aos 360 DAT totalizando quatro €pocas que
caracterizaram os tratamentos. Cada um com 10 plantas por parcela. O
espacamento utilizado foi de 1,0 m x 0,5 m. A adubacéo foi realizada com esterco de
curral curtidos sendo 3 kg m-2 por cova. Né&o foi realizada correcéo do solo.

Para o experimento de espacamento, a implantacdo seguiu as mesmas
condicbes do experimento para época de colheita. O cultivo de assa-peixe foi
realizado em quatro espagcamentos (1,0 mx0,5m; 1,0mx1,0m;1,0mx1,5m; 1,0
m x 2,0 m) em cinco blocos com 12 plantas por parcelas, sendo avaliadas as quatro
plantas centrais. As caracteristicas avaliadas foram altura de plantas, diametro do

caule e massa seca de folhas.
Teor de 6leo Essencial

O oleo essencial das folhas foi extraido pelo processo de hidrodestilagdo em
aparato do tipo Clevenger. Foram utilizados 40 gramas de biomassa seca das folhas
em 1,5L de agua destilada em baldo de 2L, por 105 minutos (GOMES, 2017). O teor
foi determinado com base em 100 gramas de biomassa seca de folhas, seguindo a
formula abaixo:

Teor de 6leo (%) = (massa do 6leo (g)/ massa folhas(g)) x 100
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Andélise da composicdo quimica do 6leo essencial

A andlise da composicdo quimica do Oleo essencial foi realizada no
Laboratério de Produtos Naturais, do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Recursos Genéticos Vegetais do Instituto Agronémico de Campinas, Campinas-SP.
A andlise quantitativa da composicdo quimica foi realizada por meio de
cromatografia & gas com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC, Shimadzu,
GC2010/A0C-20i), dotado de coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,25 mm
x 0,25 uym), hélio como géas de arraste, vazdo de 1,0 mL min, injetor a 240°C,
detector a 230°C, split 1/20 e o seguinte programa de temperatura: 60°C - 120°C,
8°C/min.; 120°C - 200°C, 3°C/min.; 200°C - 240°C, 8°C/min.; split: 1/20; fluxo: 1,0
ml/min. A analise qualitativa da composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais foi
conduzida em cromatégrafo a gas acoplado a espectrdmetro de massas (CG-EM,
Shimadzu, QP-5000), operando a 70 eV, dotado de coluna capilar de silica fundida
OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), hélio como gas de arraste (1,0 mL min?), split:
1/20, injetor a 240°C, detector a 230°C e o0 seguinte programa de temperatura: 60°C-
240°C 230°C, 3°C min?. A identificacdo dos constituintes quimicos foi efetuada por
meio da andlise comparativa dos espectros de massas das substancias com o
banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62.lib), literatura e indice de retencédo das
substancias com os obtidos por meio da injecdo de uma serie homologa de n-
alcanos no programa de temperatura anteriormente descrito, aplicando-se a
equacao de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL E KRATZ, 1963; ADAMS,
2007).

Atividade antioxidante pelo método do DPPH

Para avaliacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método sequestrador
de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila — Alfa Aesar 95% de pureza)
descrito por Yepez et al. (2002) com pequenas modificacdes. Pesou-se
aproximadamente 0,2 g da amostra seca e moida. Adicionou-se 10 mL de metanol a
80%, em seguida o extrato foi deixado em banho ultrass6nico com aquecimento
(Eco-Sonics) a 40°C por 15 minutos e centrifugado por 30 minutos a 4000 rpm
(Centrifuga Clinica - 80-2B). Transferiu-se para tubo de ensaio, em triplicata, uma

aliquota de 0,3 mL do extrato e posteriormente adicionados 2,7 mL da solugédo de
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DPPH 0,09 mM. Apés 45 minutos ao abrigo da luz, realizou-se a leitura a 517 nm em
espectrofotometro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co). Os resultados foram expressos em
porcentagem de sequestro de radical livre (%ASRL), mensurada a partir do
decréscimo da absorbancia das amostras analisadas em relacdo a solucdo de
DPPH.

A atividade sequestrante (%ASRL) ou porcentagem de descoloracdo (%
descoloracdo) pode ser expressa em porcentagem por comparagdo a um controle

ou branco, segundo a seguinte equagao:

Ac — At
WASRL = % Descoloracdo = By = 100
C

Onde, Ac: absorbancia controle ou branco; At: absorbancia teste (amostra).

Extracdo de taninos soluveis

Para extracdo de taninos soluveis foi utilizado o método descrito por Taira
(1996) com adaptacdes. Para producao do extrato pesou-se aproximadamente 0,1 g
da amostra seca e moida e adicionou-se 12,5 mL de metanol a 80%. Em seguida o
extrato foi deixado em banho ultrassénico de 40°C por 20 minutos e centrifugado por
30 minutos a 4000 rpm. Verteu-se o sobrenadante para baldo volumétrico de 25 ml e
completou-se o volume com agua deionizada. Em tubo de ensaio, em triplicata,
adicionou-se 6 ml de agua deionizada, 0,3 mL, 0,5 mL do reagente Folin Ciocalteu
(1:1) e 1 mL de carbonato de soédio supersaturado (25%). As amostras foram
homogeneizadas e ap6s 60 minutos ao abrigo da luz, realizou-se a leitura a 725 nm
em espectrofotdmetro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co). Uma amostra em branco foi
conduzida nas mesmas condi¢cdes e os resultados foram expressos em equivalente
de &cido galico. A curva analitica foi preparada com aliquotas de 10-100 pL da

solucao de &cido galico (acido 3,4,5-triidroxibenzdico PAA - Dinamica).
Teor de cumarina
Folhas foram secas e moidas em moinho de facas. Para a preparacao do

extrato bruto, utilizou-se 0,2 g de material vegetal em p6, acrescido de 10 ml de

metanol 80%. A solucao foi levada para banho ultrassénico com aquecimento (Eco-
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Sonics) por 30 minutos e posteriormente centrifuga (Centrifuga Clinica - 80-2B) por
mais 30 minutos. Para quantificagdo de cumarina, 0,5 mL do extrato bruto foi
transferido para um tubo de ensaio. A seguir, 2 mL de agua destilada e 0,5 mL de
solugédo de acetato de chumbo (5%) foi adicionado. A amostra foi agitada e, em
seguida, 7 mL de agua destilada foram adicionados. Transferiu-se 2 mL desta
solucéo para um novo tubo de ensaio e a adicionou-se de 8 mL de solucéo de acido
cloridrico (0,1N). A amostra de permaneceu a temperatura ambiente ao abrigo da luz
durante 30 minutos. O espectrofotometro UV-mini 1240 (Shimadzu-Co) foi ajustado
no comprimento de onda 320 nm. A analise foi realizada em triplicata, e o teor total
de cumarina expressa em miligramas equivalentes de cumarina por 100 gramas de
massa seca. A curva de calibracdo foi preparada com aliquotas de 50-500 uL da
solucdo de cumarina, 2 mL de agua destilada e 500 puL da solucdo de acetato de
chumbo. Essa solucéo deve ser agitada e o volume final ajustado para 10 mL com
agua destilada. Dessa solucéo, transfere-se uma aliquota de 2 mL desta para um
novo tubo de ensaio e adiciona-se de 8 mL de &cido cloridrico 0,1N, conforme
metodologia de Cavalcanti de Amorim (2012) com adaptacdes.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as
caracteristicas que que apresentaram diferencas significativas foram realizadas

andlises de regressao e as equacdes ajustadas aos dados.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa para todas as caracteristicas avaliadas (altura de
planta, diametro e massa seca de folhas) (Tabela 5). Todas obtiveram resposta
quadratica em relagcédo a época de colheita. Para altura de planta a melhor época foi
as 342 dias, para o diametro aos 275 dias e para massa seca de folhas aos 263 dias

de acordo com o ponto de maximo (Figura 1, 2 e 3).
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Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas altura de
plantas (cm), didmetro do caule (cm), numero de folhas, massa seca
das folhas (g)

Fonte de Variagdo GL Quadrados Médios
Altura Diametro do Massa seca de
caule folhas
Dias ap0s o plantio 3 11534,09** 131,87* 2119,21*
Erro 36 1935,2 11,81 691,95
Total 39
CV(%) 27,29 30,35 40,9

*Significativo a 5% de probabilidade **Significativo a 1% de probabilidade

Figura 1 - Altura de planta de assa-peixe submetida a diferentes épocas de

colheita
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Figura 2 - Diametro de planta de assa-peixe submetida a diferentes épocas de

colheita
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Figura 3 - Massa seca de folhas de assa-peixe submetida a diferentes épocas

de colheita
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A reducdo das caracteristicas avaliadas ap6s os 300 DAT pode estar
relacionada ao fato de encontrarem-se no inicio do periodo de florescimento, com
perda de folhas, pela senescéncia natural. Ha também menor qualidade, no que se
refere ao aspecto visual, do material colhido com 360 dias.

Para a época de colheita o rendimento (%) do 6leo essencial foi de 0,034 para
180 DAT,; 0,064 240 e 300 DAT e 0,074 para 360 DAT, ndo havendo diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos. A composicdo do 06leo essencial de
assa-peixe apresenta majoritariamente compostos sesquiterpenoides, exceto o0
<B>pineno (Tabela 6). O composto <B->Bourboneno apresentou maior porcentagem
relativa aos 360 DAT. O humulemo epoxide Il teve maior porcentagem relativa aos
240 DAT. Em trabalho realizado por Gomes (2017) com populacdes nativas de assa-
peixe, observou-se que folhas jovens e expandidas, o componente majoritario
encontrado foi o Germacreno-D, o que corrobora com o componente majoritario
encontrado neste trabalho em todas as épocas de colheita.

Segundo Leal et al. (2003) o rendimento de 6leo essencial decresce em
funcdo da idade das plantas, em espécies aromaticas. Em Lippia alba os
teores variaram com relacdo a época de colheita, diminuindo a medida em que
aumentava o periodo de colheita com relagdo a época do plantio. Isso pode ocorrer,
pois, conforme as atividades fisioldgicas diminuem em direcdo ao estadio de
senescéncia, cessa a biossintese de 0leo essencial nas partes mais velhas, além de

ser promovida a reciclagem do 6leo para por¢c6es mais jovens da planta, (MING,
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1998). Para a grande maioria das espécies que produzem Oleos essenciais (ndo
apenas as aromaticas) ocorre um aumento com maior tempo de colheita, antes de
haver decréscimo, isso se deve ao fato da planta estar plenamente estabelecida na
segunda, ou terceira colheita (SANTOS; INNECCO, 2004), que corrobora com o0

observado para o assa-peixe.

Tabela 6 - Substancias identificadas e suas proporcdes relativas (%) em
amostras de 6leo essencial de assa-peixe em diferentes épocas de

colheita
Substancia Tl T2 T3 T4 IRc IRI

" <B3->Pineno 0,28 1,59 1,46 1,17 977 974
s <o->Copaeno 9,86 8,30 8,75 9,18 1377 1374
**<fB->Bourboneno 209ab 131b 1,36b 2,85a 1386 1387
ns <B->Elemeno 4,60 6,46 6,95 6,93 1393 1389
ns <(E)->Cariofileno 20,07 20,33 19,80 17,58 1420 1417
S <o->Humuleno 16,72 18,70 15,81 15,14 1454 1452
ns <9-epi-(E)->Cariofileno 1,79 3,07 3,06 2,71 1461 1464
"s Germacreno D 20,55 18,19 18,57 19,53 1481 1484
"s Biciclogermacreno 8,71 5,91 6,71 8,71 1497 1500
ns Espatulenol 3,74 3,29 4,58 6,60 1578 1577
s <§->Cadieno 2,28 2,35 2,32 2,40 1524 1522
"s Oxido de cariofileno 3,85 4,83 5,46 5,36 1582 1582
*Humulemo epoxide I 0,80 b 257a 1,65ab 1,26 ab 1609 1608

Total de substancias 98,74 98,1 97,33 98,27

identificadas (%)
*Significativo a 5% de probabilidade **Significativo a 1% de probabilidade NS N&o significativo

T1- 180 DAT, T2- 240 DAT, T3- 300 DAT, T4- 360 DAT

Os resultados das analises cromatograficas foram submetidos a analise
multivariada, pela técnica de Analise por Componentes Principais (PCA),
correlacionando e agrupando (Grafico 1) os dados dos componentes quimicos em
relacdo a seus percentuais massicos. A analise dos dados quimicos pela técnica de
PCA permitiu agrupar quimicamente as amostras em trés grupos de modo a
expressar e evidenciar suas semelhancas e diferencas. Os dados para o 6leo
essencial de assa-peixe, presentes no grafico 1 representada por dois eixos,
apresentam 93,83% da variancia total acumulada (Fator 1: 57,94% - CP 1; Fator 2:
35,89% - CP 2). Esse valor percentual indica a porcentagem do quanto esta correto

0 agrupamento, pois quanto maior o fator melhor é a resolucdo e menor sera a
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perda de informacGes de dados durante o agrupamento das amostras (NETO,

2010).

Gréfico 1 - Resultante do PCA para as analises cromatograficas do 6leo
essencial de assa-peixe para as épocas de colheita
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A atividade antioxidante, contetdo de taninos e cumarinas ndo apresentaram

diferencas estatisticas para as diferentes épocas de colheita (Tabela 7).

Tabela 7 - Resumo da andlise de variancia para atividade antioxidante (AA) %,
contetdo de taninos (mg EAG 100g? de massa seca) e cumarinas
(mg EqC 100g* de massa seca) em diferentes épocas de colheita

Fonte de Variagéo GL Quadrados Médios
AA Taninos Cumarinas
Dias ap06s o plantio 3 0.089187" 44517.817" 135763.578"
Erro 16 0.041990 28853.562936 182456.950
Total 19
CV(%) 0,23 28,6 40,86
Média geral 88,8 594,0 1045,4

"> N&o significativo

Em trabalho realizado por Escalada et al. (2011) verificaram que nas colheitas

de espécies medicinais proOximas ao outono, a concentracdo de compostos do grupo

dos polifendis foi maior quando comparado com os dados obtidos de colheitas

realizadas no verdo. Possivelmente, as espécies do estudo tem correlacdo entre a

luminosidade e a producdo de compostos do grupo dos polifendis, o que néo foi

observado no assa-peixe.
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Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007) a intensidade de luz € um fator que
influencia no teor de metabdlitos secundéarios em plantas medicinais. De forma geral,
h& correlacdo positiva entre intensidade de radiacao solar e producao de compostos
fendlicos, dentre os quais se enquadram os flavonoides, taninos, cumarinas e
antocianinas, porém nao ha relatos sob que condicdo climatica, época do ano ou
regido isso é ocorre, o que dificulta a comparac¢do com os dados obtidos.

Para o experimento de densidade de plantio houve diferenga significativa para
todas as caracteristicas avaliadas (altura de planta, didmetro e massa seca de
folhas) (Tabela 8).

Tabela 8 - Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas altura de
plantas (cm), diametro do caule (cm), numero de folhas, massa seca
das folhas (g) no experimento de espacamento

Fonte de Variacao GL Quadrados Médios
Altura de plantas Diametro do Massa seca de

caule folhas
Espacamento 3 1442.1521™ 1.47700" 2833.4606™
Erro 16 228.296120 0.356688 278.275765

Total 19
CV(%) 15,21 5,20 38,13
Média geral 99,3 11,5 43,7

*Significativo a 5% de probabilidade **Significativo a 1% de probabilidade

Para a massa seca de folhas diametro e altura de plantas, o melhor resultado

observado foi para o espagcamento 1,0 m x 2,0 m (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores médios para massa seca das folhas (g), diametro do caule
(cm) e altura de plantas (cm) de assa-peixe na densidade de plantio

Espacamento entre Massa seca de Diametro do caule Altura de plantas
plantas folhas
1,0mx05m 31,3b 11,4 b 89,7b
1,0mx10m 269b 10,9 ab 85,1b
1,0mx15m 318b 11,5 ab 99,3 ab
10mx20m 84,8 a 122a 123,2a

-Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si

Segundo Minami et al. (1998), o aumento da densidade populacional resulta
na competicdo entre plantas, sendo o desenvolvimento individual prejudicado. De
acordo com Biasi e Deshamps (2009), os menores espacamentos resultam em
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menor aproveitamento dos recursos do meio, ndo expressando todo o potencial
genético da planta.

Para o espacamento o teor (%) do Oleo essencial foi de 0,065 para 1,0 m x
0,5m; de 0,078 para1,0 mx 1,0 m; de 0,11 para1,0mx 1,5m e 0,072 para 1,0 m x
2,0 m, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre os tratamentos. A
composicao do 6leo essencial de assa-peixe apresenta majoritariamente compostos
sesquiterpenoides, exceto o <p>pineno (Tabela 10). O composto <p->Bourboneno
apresentou maior porcentagem relativa no espacamento 1,0 m x 2,0 m. O
Humulemo epoxide Il teve maior porcentagem relativa no espacamento 1,0 m x 0,5

m.

Tabela 10 - Substancias identificadas e suas proporcdes relativas (%) em
amostras de Oleo essencial de assa-peixe em diferentes
densidades de plantio

Substancia T1 T2 T3 T4 IRc IRI

ns <B->Pineno 2,3325 2,734 2414 2,184 977 974

ns <o->Copaeno 7,0325 6,95 7.34 8,526 1377 1374

**<3->Bourboneno 1,76 1,646 1,62 1,938 1386 1387

"s <B->Elemeno 8,01 7,758 6,89 7,504 1393 1389

ns <(E)->Cariofileno 18,4475 18,482 16,81 16,614 1420 1417

"S <a->Humuleno 15,64 16,208 15522 13,544 1454 1452

ns <9-epi-(E)->Cariofileno 2,6025 2,29 2,176 2,132 1461 1464

ns Germacreno D 21,165 22,776 21,934 23,368 1481 1484

"s Biciclogermacreno 7,27 8,896 9,496 10,098 1497 1500

s Espatulenol 2,0875 1,988 2,302 2,304 1578 1577

ns <§->Cadieno 3,5525 3,876 4,56 4,438 1524 1522

ns Oxido de cariofileno 4,2625 4,014 4,526 3,788 1582 1582

*Humulemo epoxide I 1,7675 1,512 1,672 1,556 1609 1608
Total de substancias 95,93 99,13 97,26 97,99

identificadas (%)
* Significativo a 5% de probabilidade **Significativo a 1% de probabilidade NS N&o significativo

T1-1,0x0,5m; T2-1,0x 1,0m; T3-1,0x 1,5m; 1,0x 2,0 m

Os dados para o 6leo essencial de assa-peixe, presentes no grafico 2 representada
por dois eixos, apresentam 77,56% da variancia total acumulada (Fator 1: 49,28% - CP 1;
Fator 2: 28,28% - CP 2). Esse valor percentual indica a porcentagem do quanto esta correto
0 agrupamento, pois quanto maior o fator melhor é a resolucdo e menor sera a perda de

informacdes de dados durante o agrupamento das amostras (NETO, 2010).
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Grafico 2 - Resultante do PCA para as analises cromatograficas do éleo
essencial de assa-peixe para 0s espacamentos

5
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A influéncia de diferentes espacamentos sobre a producéo de biomassa foliar,
gue esta intimamente ligada a producdo de Oleo essencial para diversos vegetais,
varia com a espeécie, a idade das plantas e a qualidade de sitio. Em espacamentos
fechados, se estabelece maior competicdo entre os individuos e antecipa a
estagnacdo do crescimento volumétrico. Entretanto, algumas espécies arboreas
plantados em espacamentos fechados, produzem inicialmente uma grande
guantidade de biomassa foliar, exigindo normalmente um desbaste ou corte ainda na
idade juvenil (BERNARDO, 1995; LADEIRA et al., 2001; LELES, 1995; PEREIRA,
1990; POGGIANI et al., 1984).

O espagamento é um fator que influencia diretamente a biossintese de
compostos organicos. A producdo de metabolitos secundarios, controlada por
fatores genéticos, é fortemente influenciada pelo ambiente. O cultivo acarreta, em
alguns casos, efeito critico sobre questdes qualitativas e quantitativas de
substancias organicas. Esse efeito vai determinar tanto um aumento no crescimento
do individuo, quanto no rendimento de tais compostos (BADI et al., 2004). Estudo s
na literatura avaliando a influencia do espacamento e producdo de compostos
secundarios sugerem que 0 maior espacamento resulta em maior rendimento de
Oleo essencial e mais elevada producédo de biomassa (GOPICHAND et al., 2006),
resultado que difere do observado aqui, onde o teor de 6leo ndo diferiu para os
tratamentos.

Para os compostos bioativos, apenas para os taninos observou-se diferenca
estatistica sendo o espacamento de 1,0 m x 2,0 m o0 que apresentou maior
resultado, 997,3 mg EAG (Tabelas 11-12).
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Tabela 11 - Resumo da analise de variancia para atividade antioxidante (AA) %,
contetdo de taninos (mg EAG 100g™* de massa seca) e cumarinas
(mg EqC 100g* de massa seca) em diferentes espacamentos

Fonte de Variagéo GL Quadrados Médios
AA Taninos Cumarinas
Espagamento 3 1.302246"s 139361.3684™ 89798.1179"
Erro 16 1.380226 9338.7548 108810.8135
Total 19
CV(%) 1,30 12,73 42,5
Média geral 90,6 759,2 776,5

Ns NZo Significativo **Significativo a 1% de probabilidade

Tabela 12 - Valores médios de taninos (mg EAG 100g' de massa seca) em
diferentes espacamentos

Espacamento entre Médias
plantas
Taninos
1,0mx05m 622,4 b
1,0mx1,0m 669,3 b
1.0mx15m 7476 b
1.0mx20m 997,3a

-Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si

Taninos sdo considerados um dos materiais mais interessantes que podem
ser obtidos das plantas (SHIRMOHAMMADLI et al.,, 2018). Estdo ganhando
crescente importancia para diminuir o consumo de petréleo bruto e minimizar os
impactos ambientais negativos (LUCKENEDER et al., 2016). Dentre as utilizagbes
dos taninos, destaca-se a industria de petréleo, fabricacdo de adesivos para madeira
e derivados, tratamento de efluentes, além da importancia no curtimento de peles,
bastante empregado no Nordeste do Brasil. O assa-peixe € uma espécie que

apresenta potencial de exploragéao para esse composto.

CONCLUSAO

A melhor época de colheita para a V. polyanthes, para folhas, sdo aos 263
dias apos o transplante, ja que o rendimento de Oleo essencial ndo apresenta
diferenca, o perfil quimico do Oleo essencial se mantém, e para 0s demais
compostos ndo ha diferenca estatistica, além de apresentar maior producdo de
biomassa seca. Por ser um periodo longo, permite apenas uma colheita ao ano.

Para o espacamento, o melhor foi de 1 m x 2 m para as caracteristicas fitotécnicas e
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levando-se em consideracdo também que o perfil e o rendimento do 6leo ndo sofrem
alteracdo, além de ser o espacamento que obteve maior conteddo de taninos

sollveis.
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CONSIDERACOES FINAIS

O assa-peixe € uma espécie medicinal importante, que possui substancias de
interesse farmacologico na composicdo do 6leo essencial. O perfil quimico do 6leo
essencial ndo foi alterado independente do tratamento submetido. Por se tratar de
uma espécie usada no tratamento de diversas afeccdes, somente o perfil do 6leo
nao é suficiente, sendo necessaria a determinacao de outras classes de compostos.

Responde ao aumento da saturacao por base e é pouco exigente em adubacéo.
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